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(57) Abstract 

Recombinant baculovirus used as an expression 
vector in the production of immunoglobulins within an 
insect cell. The invention is characterized by an expression 
cassette comprising a sequence coding for at least one 
portion of an immunoglobin H chain, said sequence being 
transcriptionally controlled by a first baculovirus promotor, 
and an expression cassette comprising a sequence coding 
for at least one portion of an immunoglobin L chain, said 
sequence being transcriptionally controlled by a second 
baculovirus promotor. The first and second promotors 
are two different promotors or derivatives of different 
promotors, the first and second promotors residing in 
different loci. 
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(57) AbrSge* 

L'invention est relative a un baculovirus 
recombinant, constituant un vecteur d'expression utilisable 
pour la production d*immunoglobulines dans une cellule 
d'insecte, et caract6ris6 en ce qu'il comprend: une cassette 
d'expression comprenant une sequence codant pour au 
moins une partie d'une chaine H d'une immunoglobine, 
laquelle sequence est placee sous contrdle transcriptionnel 
d'un premier promoteur de baculovirus; et une cassette 
d'expression comprenant une sequence codant pour au 
moins une partie d'une chaine L d'une immunoglobuline, 
laquelle sequence est plac6e sous contr61e transcriptionnel 
d*un second promoteur de baculovirus; le premier et le 
second promoteurs 6tant deux promoteurs diff6rents ou des derives de promoteurs differents et le premier et le second promoteurs 6tant 
situ^s dans des locus differents. 



EcoRV 
I ft. ATG 




pBCX 



UNIQUEMENT A TJTRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant 
des demandes internationales en vertu du PCT. 



AT 


Autriche 


GB 


Royaume-Uni 


MR 


Mauri tanie 


AU 


Australie 


GE 


Georgie 


MW 


Malawi 


BB 


Barbade 


GN 


Guinee 


NE 


Niger 


BE 


Belgique 


GR 


Grece 


NL 


Pays-Bas 


BF 


Burkina Faso 


HU 


Hongrie 


NO 


Norvege 


BG 


Bulgarie 


IE 


Irlande 


NZ 


Nouvelle-Zeiande 


BJ 


Benin 


IT 


Italie 


PL 


Pologne 


BR 


Brfsil 


JP 


Japon 


PT 


Portugal 


BV 


Belarus 


KE 


Kenya 


RO 


Roumanie 


CA 


Canada 


KG 


Kirghizistan 


RU 


Federation de Russie 


CF 


R6publique centrafricaine 


KP 


Republique populaire d6mocratique 


SD 


Soudan 


CG 


Congo 




de Coree 


SE 


Suede 


CH 


Suisse 


KR 


Republique de Confe 


SI 


Slovenie 


CI 


Cdte d'lvoire 


KZ 


Kazakhstan 


SK 


Slovaquie 


CM 


Cameroun 


LI 


Liechtenstein 


SN 


Senegal 


CN 


Chine 


LK 


Sri Lanka 


TD 


Tchad 


CS 


Tchecoslovaquie 


LU 


Luxembourg 


TG 


Togo 


CZ 


Republique tcheque 


LV 


Lettonie 


TJ 


Tadjikistan 


DE 


Allemagne 


MC 


Monaco 


TT 


Trinite-et-Tobago 


DK 


Danemark 


MD 


Republique de Moldova 


UA 


Ukraine 


ES 


Espagne 


MG 


Madagascar 


US 


Etats -Unis d'Amerique 


FI 


Finlande 


ML 


Mali 


uz 


©Uzbekistan 


FR 


France 


MN 


Mongolie 


VN 


Viet Nam 


GA 


Gabon 











WO 95/20672 



1 



PCT/FR95/00110 



BACULOVIRUS RECOMBINANT ET SON UTILISATION POUR LA 
PRODUCTION D f ANT I CORPS MONOCLONAUX. 

La presente Invention est relative a un 
baculovirus modifie et a son utilisation pour la 
5 production d 1 immunoglobulines . 

Les anticorps ou immunoglobulines sont 
produits par les lymphocytes B. Chaque lymphocyte B 
secrete un seul type d' anticorps. Chaque molecule 
d' immunoglobuline est constitute de 1 ■ association de deux 
10 chaines lourdes (H) et deux chaines legeres (L) reliees 
par des ponts disulfures. Chaque chaine est constitute 
d'une partie variable (VH et VL) qui possede le site de 
fixation a l'antigene et d'une partie constante (CH et 
CL) . II existe plusieurs types de chaines lourdes (yl, y2, 
15 y3, y4, a, £, |i) qui definissent les differentes classes 
d' immunoglobulines (IgGl, IgG2, IgG3 , IgG4, IgA, IgE, 
IgM. ..) et deux types de chaines legeres : (chaine kappa 
(K) et chaine lambda (X) . Par exemple les anticorps de 
classe IgGl sont constitues de deux chaines lourdes de 
20 type yl et de deux chaines legeres k ou lambda X. Les 
parties variables sont le support de la specificite de 
1' anticorps pour son antigene. 

Pour chaque chaine d f un anticorps donne, la 
region variable est constitute de plusieurs domaines dont 
25 certains sont plus ou moins conserves . Le rearrangement 
de ces regions variables est le fruit d'une recombinaison 
au niveau de 1 1 ADN genomique des lymphocytes B . 

Les anticorps monoclonaux sont classiquement 
produits a partir de cultures de lignees d' hybridomes , 
30 chaque lignee, derivee d'un seul lymphocyte B, secretant 
un seul type d' immunoglobuline. 

Les anticorps monoclonaux (MAbs) sont utilises 
couramment aujourd'hui pour le diagnostic in vitro, et 
leur utilisation en therapie et pour le diagnostic in 
35 vivo connait un developpement prometteur. Ce 
developpement est toutefois freine par le fait que les 
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seuls anticorps monoclonaux dont on puisse disposer 
relativement facilement et en quantite suffisante a 
partir des cultures d ' hybri domes sont des anticorps 
monoclonaux de rongeurs. Or, les immunoglobulines de 
5 rongeurs (et de maniere generale les immunoglobulines 
non-humaines) induisent chez l ! homme une reponse immune 
indesirable, ce qui limite considerablement leur interSt 
therapeutique . 

De nombreuses recherches ont ete effectuees 
10 dans le but d f obtenir des immunoglobulines ne possedant 
pas cet inconvenient ; il a en particulier ete propose de 
fabriquer par genie genetique des anticorps recombinants, 
dans lesquelles la plus grande partie possible de la 
molecule est derivee d'un gene d'origine humaine. 
15 Les anticorps obtenus , dans lesquels seuls les 

domaines variables sont d'origine non-humaine, sont 
denommes anticorps chimeriques . II existe egalement des 
anticorps dits humanises, dont les sequences des regions 
variables non directement impliquees dans la 
20 reconnaissance de l'antigene ont ete remplacees par des 
sequences d'origine humaine. Dans les deux cas, la 
majeure partie de la molecule d ' immunoglobuline est 
derivee d'un gene d'origine humaine. 

L ' obtention d ' anticorps par genie genetique 
25 necessite toutefois le choix d'un hote d' expression 
approprie, assurant les modifications post- 

traductionnelles necessaires pour reproduire les 
proprietes de 1' anticorps natif. Dans ce but il a ete 
propose, entre autres, d'utiliser le systeme 
30 baculovirus/cellules d* insectes . 

Les baculovirus sont utilises courammment 
comme vecteurs pour 1' expression de genes heterologues , 
places sous controle des promoteurs viraux, dans des 
cellules d' insectes inf ectees . Le promoteur de la 
35 polyedrine ou bien celui de la plO (proteines produites 
en grande quantite pendant la phase tres tardive du cycle 
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de replication viral) sont ainsi frequemment utilises 
dans ce but. 

HASEMAN et CAPRA [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
87, 3942-3946 (1990)], PUTLITZ et al . [Bio/Technology, 8, 
5 651-654, (1990)], REIS et al . [Bio/Technology, 10, 910- 
912, (1992)] ont ainsi construit des baculovirus dans 

m 

lesquels etaient inserees en un m£me locus , deux copies 
du promoteur de la polyedrine, l'une de ces copies 
controlant 1* expression d'un gene codant pour la chaine 

10 lourde d'une immunoglobuline de souris, 1 ' autre 
contr61ant I 1 expression d'un gene codant pour la chaine 
legere de la m§me immunoglobuline. Les cellules 
d'insectes infectees par ces baculovirus ont secrete des 
immunoglobulines possedant sensiblement les memes 

15 proprietes que les anticorps d'origine lymphocytaire, qui 
ont servi de modele. Cependant, la structure des 
baculovirus modifies de la sorte ne se maintient pas au- 
dela de quelques cycles de replication virale. 

La presente Invention a pour but de produire a 

20 la fois la chaine lourde (H) et la chaine legere (L) d'un 
anticorps donne dans une cellule d'insecte, en utilisant 
un vecteur d' expression derive d'un baculovirus, ne 
presentant pas les inconvenients des vecteurs 
d' expression du meme type utilises dans 1 ' art anterieur 

25 pour la production d ' immunoglobulines . 

Dans ce but les Inventeurs ont construit des 
baculovirus double-recombinant dans lesquels les 
sequences codantes des deux chaines H et L sont situees a 
des locus differents du genome dudit baculovirus, et 

30 chacune est placee sous le controle d'un promoteur fort 
different, (contrairement aux baculovirus de 1 1 art 
anterieur cite ci-dessus, ou les deux chaines sont 
placees dans un meme locus du genome d'un baculovirus, et 
sous controle de deux copies du meme promoteur) . 
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La presente Invention a pour objet un 
baculovirus recombinant, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

- une cassette d 1 expression comprenant une 
sequence codant pour au moins une partie d'une chaine H 
d'une immunoglobuline, laquelle sequence est placee sous 
controle trans criptionnel d'un premier promoteur de 
baculovirus , et ; 

- une cassette d' expression comprenant une 
sequence codant pour au moins une partie d'une chaine L 
d'une immunoglobuline, laquelle sequence est placee sous 
contrdle transcriptional d'un second promoteur de 
baculovirus ; 

le premier et le second promoteur etant deux promoteurs 
differents, et etant situes dans deux locus differents. 

Selon un mode de realisation prefere de la 
presente Invention, le premier et le second promoteur 
sont des promoteurs forts . 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
la presente Invention, l'un des promoteurs est situe a 
1 ' emplacement occupe chez le baculovirus sauvage, par le 
promoteur de la polyedrine et 1 ' autre est situe a 
1 ' emplacement occupe chez le baculovirus sauvage, par le 
promoteur de la P10. 

25 0n entend par : "promoteur de baculovirus" 

tout promoteur qui peut etre integre dans le genome d'un 
baculovirus, et fonctionner en cellules d'insectes ; un 
tel promoteur est dit "fort" lorsqu'il permet d'obtenir 
un niveau de transcription eleve (par exemple, de 1 ' ordre 
de celui obtenu avec les promoteurs de la polyedrine ou 
de P10) d'un gene place sous son controle. 

Cette definition englobe non seulement les 
promoteurs de type "sauvage" tels que les promoteurs de 
la polyedrine et de P10 des baculovirus AcMNPV ou S1MNPV, 
mais egalement les derives de promoteurs, resultant de 
modifications plus ou moins importantes de la sequence 
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d'un promoteur "sauvage" de baculovirus, et en 
particulier les promoteurs synthetiques ou recombinants, 
tels que par exemple le promoteur synthetique decrit par 
WANG et al, [Gene, 100, 131-137, (1991)]. 
5 Selon un mode de realisation prefere d'un 

baculovirus recombinant conforme a la presente Invention, 
au moins l'un des promoteurs mis en oeuvre est choisi 
dans le groupe constitue par : 

- le promoteur de la polyedrine ; 
10 - le promoteur de la plO ; 

- un nouveau promoteur synthetique, denomme 

ci-apres promoteur Syn, et constitue par un fragment 

d'ADN double brin dont la sequence est la suivante : 
5- -3 
15 ATCAMTAAATAAGTA^ 

TAGnTTATTTATTCATAAM^ 

3- S 

La sequence du brin ( + ) de ce fragment est 
identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 
20 numero SEQ ID NO : 1 

La sequence du brin (-) de ce fragment est 
identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 2 

L 1 utilisation du promoteur Syn permet 
25 d'augmenter de maniere tres significative la production 
d 1 anticorps recombinants . 

Le promoteur Syn, en tant que tel, fait 
egalement partie de I'objet de la presente invention. 

Les promoteurs PlO, polyedrine, et Syn peuvent 
30 etre associes 2 a 2 selon n'importe quelle combinaison ; 
en particulier, le promoteur Syn peut §tre associe avec 
avec le promoteur de la polyedrine, ou bien, 
avantageusement, avec celui de la proteine PlO. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 
35 la presente Invention, chaque cassette d' expression 
comprend : (i) un promoteur fort de baculovirus , tel que 
defini ci-dessus ; (ii) une sequence codant pour un 
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peptide-signal ; (iii) une sequence codant pour un 
domaine variable d'une chaine H ou L d 1 immunoglobulin ; 
(iv) une sequence codant pour au moins une partie d'un 
domaine constant d'une chaine H ou L d' immunoglobuline . 

Un tel baculovirus recombinant constitue un 
vecteur d' expression directement utilisable pour la 
production d 1 immunoglobulines dans une cellule d'insecte. 

De preference, la sequence codant pour le 
peptide-signal qui est placee sous contr61e du premier 
promo teur et la sequence codant pour le peptide-signal 
qui est placee sous controle du second promoteur sont 
deux sequences differentes. 

Des sequences connues en elles-memes, codant 
pour des peptides signal f onctiormels en cellules 
d'insecte sont utilisables pour la mise en oeuvre de la 
presente Invention. A titre d'exemples non limitatifs, on 
citera des sequences codant pour les peptides signal de 
1 ' acetylcholinesterase de Drosophile, de la 

trophoblastine ovine, de la lactotransf errine bovine, des 
20 chaines H et L d ' immuno-globu lines , etc... 

Les Inventeurs ont toutefois constate qu ' il 
etait preferable, pour obtenir la meilleure secretion de 
la molecule d' immunoglobuline, que la sequence His-Val- 
Ser soit presente immediatement en amont du site de 
25 coupure utilise par la signal-peptidase . 

Les sequences codant pour les domaines 
constants et variables peuvent etre de meme origine, ou 
d'origine differente ; il peut s'agir egalement de 
sequences synthetiques ou recombinantes . Avantageusement , 
la sequence codant pour le domaine constant est d'origine 
humaine ; la sequence codant pour le domaine variable 
peut etre d'origine totalement humaine ou au moins 
partiellement non-humaine, par exemple d'origine murine, 

^3 "t C .... 
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La presente Invention englobe les cellules 
d'insecte infectees avec un baculovirus recombinant 
conforme a 1 ' invention. 

L ' infection des cellules par un baculovirus 
5 double-recombinant conforme a 1 ' Invention resulte dans la 
production des chaines H et L. Ces chaines s'assemblent 
pour reconstituer l'anticorps monoclonal desire qui est 
par la suite secrete dans le milieu de culture. 

La presente Invention a egalement pour objet 
10 un procede de preparation d'une immunoglobuline, 
caracterise en ce que 1 1 on met en culture des cellules 
d'insecte infectees avec un baculovirus recombinant 
conforme a l 1 invention, et en ce que 1 1 on extrait ladite 
immunoglobuline du milieu de culture. 
15 La presente Invention englobe egalement les 

immunoglobulines susceptibles d'§tre obtenues par le 
procede ci-dessus . 

La presente Invention a en outre pour objet un 
procede de preparation d'un baculovirus recombinant, 
20 lequel procede est caracterise en ce que : 

1 1 on prepare un premier plasmide de 
trans fert comprenant une sequence codant pour au moins 
une partie de chaine H d' immunoglobuline, sous controle 
transcriptionnel d'un premier promoteur fort d'un 
25 baculovirus ; 

- l'on prepare un second plasmide de transfert 
comprenant une sequence codant pour au moins une partie 
de chaine L d 1 immunoglobuline, sous contr61e 
transcriptionnel d'un second promoteur fort de 
30 baculovirus ; 

le premier et le second promoteur etant deux 
promo teurs differents ; 

et l f on procede a la recombinaison homologue 
de l'un et de l 1 autre desdits plasmides avec l'ADN d'un 
35 baculovirus . 
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La construction d'un baculovirus recombinant 
conforme a 1 ' Invention se fait en utilisant les 
techniques classiques de clonage de genes heterologues 
chez les baculovirus . 

5 Schematiquement , la construction des plasmides 

de transfert se fait en inserant dans un plasmide capable 
de se repliquer chez un hote bacterien (en general E. 
coll) , la region du gene de baculovirus (par exemple plO 
ou polyedrine) a la place duquel on souhaite inserer les 
10 genes codant pour les chaines H ou L d ' immunoglobuline . 
Dans cette region, la sequence codante du gene de 
baculovirus (et eventuellement la sequence promoteur 
dudit gene) est remplacee par la sequence codant pour la 
chaine d' immunoglobuline a exprimer (et eventuellement 
15 par la sequence du promoteur sous controle duquel on 
souhaite exprimer cette chaine d' immunoglobuline, s'il 
s'agit par exemple d'un promoteur "derive"). Le plasmide 
de transfert ainsi obtenu contient done un insert 
comprenant une sequence heterologue flanquee de sequences 
20 de baculovirus. On cotransfecte ensuite les cellules 
d'insecte avec l'ADN du vecteur de transfert ainsi 
realise et l'ADN du baculovirus, ce qui par recombinaison 
homologue entre l'ADN viral et les sequences de 
baculovirus flanquant la sequence heterologue dans le 
plasmide, permet le transfert de la sequence etrangere du 
plasmide vers le genome viral . 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 
procede conforme a la presente Invention, les plasmides 
de transfert utilises portent un insert comprenant une 
cassette d' expression telle que definie ci-dessus, et de 
part et d' autre de cette cassette, des sequences de 
baculovirus homologues de celles des regions flanquant la 
portion du genome viral en remplacement de laquelle on 
souhaite inserer ladite cassette. 

Selon une disposition preferee de ce mode de 
mise en oeuvre, lesdites sequences de baculovirus sont 
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homologues de celles des regions flanquant le gene de la 
plO, ou homologues de celles des regions flanquant le 
gene de la polyedrine. 

Apres replication de l'ADN viral dans les 
5 cellules transfectees, l'on procede a la selection des 
baculovirus recombinants ayant integre les sequences 
heterologues . 

Selon un mode de realisation particulierement 
avantageux du procede conforme a 1' invention, 1 ' ADN de 

10 baculovirus avec lequel est effectuee la recombinaison 
homologue des plasmides de transfert est constitue par 
l'ADN d'un baculovirus prealablement modifie par 
insertion de deux sites Bsu36l de part et d* autre de la 
sequence codant pour la proteine PlO (ces deux sites 

15 etant les seuls pour 1 ' enzyme concernee dans le genome 
dudit baculovirus modifie), et digere par 1 ' enzyme 
Bsu36l , 

Le baculovirus dans lequel sont inseres les 
sites Bsu3 6l peut §tre un baculovirus sauvage, ou un 
20 baculovirus deja modifie, par exemple le virus denomme 
AcD3 , modifie par deletion du gene et du promoteur 
polyedrine, a condition toutefois que ce baculovirus 
conserve les regions flanquantes de la polyedrine et de 
la PlO. 

25 Lors de la mise en presence des fragments 

d'ADN resultant de la digestion Bsu3 6l avec ,les deux 
vecteurs de transfert (par co-transf ection) , seuls parmi 
ces fragments d'ADN, ceux qui recombinent avec le vecteur 
portant les regions flanquantes de la PlO reconstituent 

30 un genome viral circulaire, et permettent d'obtenir des 
virus viables . 

Parmi les virus obtenus, seuls ceux qui ont 
egalement recombine avec le vecteur portant les regions 
flanquantes de la polyedrine permettent 1' expression des 

35 deux chaines d ' immunoglobuline, ils peuvent done etre 
selectionnes en detectant 1 ' immunoglobuline produite (par 
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exemple par ELISA) . En outre, dans le cas ou le virus de 
depart comprend le gene de la polyedrine, seuls les virus 
qui ont recombine avec le vecteur portant les regions 
flanguantes de la polyedrine sont depourvus de ce gene et 
5 peuvent etre selectionnes sur la base de leur phenotype 
ob- (absence de polyedres) . 

Ce procede permet done d'obtenir, en une seule 
etape, en procedant a une triple trans feet ion, les 
vecteurs ayant integre les chaines lourdes et les chaines 
10 legeres . 

La presente Invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de preparation de baculovirus 
recombinants conformes a 1' invention, et a leur 
15 utilisation pour la production d' immunoglobulines dans 
des cellules d'insectes. 

II doit etre bien entendu toutefois que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d' illustration de 
l'objet de 1 1 Invention dont ils ne constituent en aucune 
20 maniere une limitation. 

Example 1. : Construction d'une cassette 
chaine legere Kappa, (pBCK) (Figure 1) : 

a- Plasmide pGmAcll6T : 

Ce vecteur de transfert est derive du plasmide 
25 pGmAcllST [ROYER et al . , J. Virol., 66, 3230-3235, 
(1992)], lui-meme derive du plasmide pAcl [CHAABIHI et 
al., J. Virol., 67, 2664-2671 (1993)] contenant le 
fragment EcoRI-I du baculovirus de la polyedrose 
nucleaire d' Autographa californica (AcMNPV) , et done le 
30 gene polyedrine, et les sequences flanquant ledit gene. 
Pour obtenir pGmAcll6T, le plasmide pGmAcllST a ete 
delete d'un fragment de 1900pb allant d'un site EcoRI 
situe en amont du gene polyedrine a un site Xho l situe 
1900pb en aval de ce site EcoRI. La deletion a ete 
55 effectuee par coupure exhaustive Xhol, suivie d'une 
coupure partielle par EcoRI. 5 \ig du plasmide pGmll5T ont 
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ete digeres pendant 2 heures a 37°C par 15 unites 
d' enzyme Xhol (Boehringer), dans un volume reactionnel de 
50 jxl et dans les conditions preconisees par le 
fournisseur. L ' enzyme a ete eliminee par une extraction 
5 au phenol /chloroforme et 1 ' ADN plasmidique a ete 
precipite a l'alcool. Cet ADN a ete ensuite partiellement 
coupe par EcoRI (Boehringer) dans un volume reactionnel 
de 50 \ll en presence de 0,5 unite d' enzyme. L ' incubation 
a ete faite a 37°C pendant 20 minutes. Apres une nouvelle 

10 extraction au phenol /chl or of orme, les extremites generees 
par les coupures Xho l et EcoRI ont ete rendues tranches 
par 1' enzyme de Klenow (Biolabs) en presence des 4 dNTPs 
selon le protocole preconise par le fournisseur. L 1 ADN 
plasmidique a enfin ete precipite a l'alcool et incube 

15 avec la ligase du phage T4 (Boehringer) dans les 
conditions preconisees. Des bacteries E. coli competentes 
ont ete transformees par une partie du melange de 
ligation, le criblage des colonies issues de cette 
transf ormation a permis de selectionner le plasmide 

20 pGmAcll6T. 

b- Les promoteurs : 

Le promoteur plO ou le promoteur polyedrine du 
virus de la polyedrose nucleaire de Spodoptera littoralis 
(S1MNPV) sont amplifies par PCR en utilisant des amorces 

25 permettant de reconstituer un site EcoRV en amont du 
promoteur, et un site Bglll en aval. Le produit 
d 1 amplification est digere par Eco RV et Bal ll, et les 
fragments portant les sequences promotrices sont inseres 
dans pGmAcll6T prealablement digere par ces memes 

30 enzymes . La digestion * par Eco RV et Bgill permet 
d ! eliminer le promoteur polyedrine de AcMNPV, et de le 
remplacer par l'un des deux promoteurs cites plus haut. 

Les plasmides obtenus sont respect ivement 
appeles pGmAclO (promoteur de la plO) , ou pGmAc33 

35 (promoteur de la polyedrine) . 
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Le promoteur synthetique a ete produit par synthese 
chimigue sous forme des deux oligonucleotides 
complementaires SEQ ID NO : 1 et SEQ ID NO : 2. 
Une fois apparies, ces oligonucleotides reconstituent un 
ADN double brin directement utilisable dans une reaction 
de ligation. 

Le plasmide P GmAcll6T a ete digere par EcoRV et Bgln 
pour eliminer le promoteur polyedrine de AcMNPV, et la 
sequence du promoteur synthetique a ete inseree en 
remplacement . Le plasmide obtenu est appele pGmAcSyn. 

c- Peptide-signal : 

La sequence codante choisie pour le peptide- 
signal est la suivante : 

5 ' - ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA 
15 GCT ACA GGT GTC CAC TCC -3 ' 

Cette sequence a ete choisie a partir des 
sequences publiees par [NEUBERGER M.S., EMBO J, vol. 2, 
p. 1373-1378 (1983)]. 

Elle est identifiee dans la liste des 
sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 3 

Cette sequence a ete synthetisee chimiquement 
sous forme de deux oligonucleotides complementaires ayant 
des extremites permettant 1 • insertion du duplex dans un 
site fialn. A 1 ' une des extremites du duplex, il y a une 
sequence correspondant a celle du debut de la "charpente 
1" (framework 1) des chaines legeres (avec le site Saci) , 
suivie d'une sequence portant un site Xhol . Pour 
l'appariement, 15 ug de chacun des deux oligonucleotides 
sont incubes dans 50 |il de tampon (Tris 1 mM pH 7,5, EDTA 
0,1 mM) , pendant 5 minutes dans un bain marie a 70°C. Le 
bain est ensuite laisse refroidir jusqu'a temperature 
ambiante (22 a 25°C) . Le melange est utilise directement 
dans les reactions de ligation avec les plasmides 
pGmAclO, P GmAc33, ou le plasmide pGmAcSyn prealablement 
35 coupes par Bgln. 
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Les conditions de ligation sont les 

suivantes : 

ljig du plasmide pGmAc choisi, coupe par Bgvlli, 
l\ig de 1 ' oligonucleotide bicatenaire portant la sequence 
5 codant pour le peptide-signal , 2\il de tampon ligase 10X 
(BOEHRINGER) , eau distillee q.s.p. 19)11, 1 unite (ljil) de 
ligase (BOEHRINGER) ; 1 ' incubation est effectuee a 22 °C 
pendant 2 heures ; le produit de ligation est utilise 
pour transformer des bacteries E.coli competentes. 
10 d- Region constante : 

La sequence codante de la region constante de 
la chaine legere K humaine a ete amplifiee par PCR en 
utilisant comme matrice de l'ADNc de lymphocytes B 
humains. Les lymphocytes humains (environ 5xl0 8 ) ont ete 
15 prepares a partir de 200 ml de sang en utilisant 
HISTOPAQUE® (SIGMA). L'ARN total a ete extrait de ces 
lymphocytes en utilisant un kit PHARMACIA (RNA extraction 
kit) . Le premier brin d'ADNc a ete prepare a partir de 
l'ARN total a l'aide du kit "First-Strand cDNA synthesis 
20 kit" de PHARMACIA. 

Les amorces utilisees pour amplifier le cDNA 
Ck sont les suivantes : 

* HuCKBAC : 

5 ' -AG CTC GAG ATC AAA CGG-3 ' 

25 (le site Xho l est souligne) . 

Cette amorce correspond a une sequence 
consensus en 3' des sequences codant pour les domaines 
variables des chaines legeres d' immunoglobulines humaines 
( JK) , et contient un site de coupure par Xhol. 

30 Elle est identifiee dans la liste des 

sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 4 

* HuCKFOR : 

5 ' -G AA GAT CT A ACA CTC TCC GCG GTT GAA G-3 ' 
(le site Bal ll est souligne) . 
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Cette amorce est complementaire de l f extremite 
3 ' des genes Ck humains et apporte un site Ball I en aval 
du codon stop TAG. 

Elle est identifiee dans la liste des 
5 sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 5 

L' amplification avec les amorces HuCKBAC et 
HuCkFOR a permis d'obtenir un fragment d' environ 340 pb 
contenant la totalite de la region CK encadree des sites 
Xho l et figlll. 

10 Le produit de 1 1 amplification a ete digere par 

Bglll et Xhol avant d'etre clone dans les sites xho l- 
Ball I des plasmides pGmAc portant la sequence codant pour 
le peptide- signal, pour dormer les plasmides pBCK. 

La composition du melange de ligation est la 

15 suivante : 

lflg du plasmide pGmAc coupe par Xho l et 
Ball I ; 2 00 ng du fragment Ck amplifie et digere par 
Ball I et Xhol, 2\xl de tampon ligase 10X (BOEHRINGER) , eau 
distillee q.s.p. 19*11, 1 unite (ljLtl) de ligase 
20 (BOEHRINGER) . 

L 1 incubation est effectuee a 22 °C pendant 2 
heures ; le produit de ligation est utilise pour 
transformer des bacteries E.coli competentes . 

Exeznple 2 - Cassette chaine legere L amb da 
25 (pBCA.) (figure 2) : 

a. Region constante Ck : 

Comme pour la sequence codante de la region 
constante Ck, la sequence codante cX a ete obtenue par 
amplification par PCR de l'ADN complementaire des ARN 

30 messagers de lymphocytes B humains . 

L 1 amplification par PCR de la region CX a ete 
realisee en presence de 1 • amorce OPP-HuCA3 1 
complementaire de 1' extremite 3* des regions CX et 
apportant le site de restriction Bgl ll et de 1 ' amorce 

35 OPP-HuCX5 1 complementaire de 1' extremite 5' des regions CA, 
et apportant le site de restriction Xho l. 
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Les sequences des deux amorces sont les 

suivantes : 
*0PP-HuCA3 ' : 

5 ' -CCT GTC AGA TCT ATG AAC ATT CTG TAG GGG-3 ' 
5 (site Bglll souligne) 

identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 6 
*OPP-HuC?i5 ' : 

5 * -CCG CCC TCC CTC GAG CTT CAA-3 ' 
10 (site Xho l souligne) 

identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 7 

Apres coupure par les enzymes Bgl ll et Xho l, 
la sequence CX amplifiee est inseree entre les sites Xho l 
15 et Bgl ll du plasmide pBCK, prealablement delete du gene CK 
par traitement par les enzymes Bglll et Xho l et 
purification du fragment plasmidique de 7,8 kb. 

Le plasmide obtenu est denomme pBCX. 

L' insertion de la region constante lambda a 
20 ete verifiee par sequengage du plasmide pBCA, en presence 
des deux amorces 0PP-HuCA3 1 et OPP-HuCX5 1 . 

La cassette chaine lambda (CX) est destinee au 
clonage des parties variables de chaines legeres de type 
lambda . 

25 Ces parties variables sont amplifiees par PCR 

en utilisant d'une part une amorce (OPP-HuVA.5 1 ) qui 
hybride au niveau de la charpente 1 des chaines legeres 
et qui permet de reconstituer un site Sad , et d ' autre 
part une amorce (OPP-HuVA.3 1 ) qui est quasiment 

30 complement aire de 1 1 amorce 0PP-HuCX5 ' et qui permet de 
reconstituer un site Xhol. 

Les sequences de ces amorces sont les 

suivantes : 
* OPP-HuV?l5 ' : 
35 5 1 -CA (GO TCT GAGCTC AC (GT) CAG-3 ' 
(site SacI souligne) 
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qui est identifiee dans la liste des sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID NO : 8 
* 0PP-HUVA3 » : 

5 ' -TTG AAG CTC CTC GAG GGA GGG CGG GAA-3 ' 
5 (site Xhol souligne) 

qui est identifiee dans la liste des sequences en annexe 
sous le numero SEQ ID NO : 9 

Exemple 3 - Cassette chaine lourde yl (pBCyl) 
(figure 3) : 
10 a- Plasmide de trans fert : 

Le plasmide pGml6 [BLANC et al, Virology, 192, 
651-654, (1993)] derive d'un plasmide dans lequel a ete 
clone le fragment EcoRI-P du baculovirus AcMNPV contenant 
le gene plO. La quasi-totalite de la sequence codante a 
15 ete deletee et remplacee par un site Bal l I permettant 
1 ' insertion de sequences a exprimer sous le controle du 
promoteur plO. 

b- Le peptide-signal : 

La sequence codante du peptide-signal pour la 
20 secretion de la chaine lourde est une sequence 
art if icielle, qui code pour un peptide ayant deux 
caracteristiques favorisant la secretion : hydrophobicite 
globale (cette caracteristique est commune a tous les 
pep tides -signal) , et presence de la sequence Val-His-Ser 
25 en amont du site de coupure par la "Signal-Peptidase" . 

La sequence codante de ce peptide-signal est 
la suivante : 

5 ' -ATG GCT GTC CTG GTG CTG TTC CTC TGC CTG GTT GCA TTT 

CCC AGC TGT GTC CAC TCC-3 ' 
30 Elle est identifiee dans la liste des 

sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 10 

Elle a ete synthetisee chimiquement sous forme 

de brins complementaires , de maniere a ce qu'elle puisse 

etre inseree dans un site Bglll (figure 3) . Les 
35 conditions d 1 appariement et de ligation sont identiques a 
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celles utilisees pour le clonage de la sequence codante 
du peptide-signal utilisee pour la chaine legere. 

c- Regions constantes humaines : 

- IgGl (Cyl) 

5 Le cDNA de la sequence codante de la region 

Cyl humaine a ete amplifie par PCR en utilisant les 
amorces suivantes : 
*HuCylBAC : 

5 ' CAA GGT ACC ACG GTC ACC GTC TCC - 3 ' 
10 (site Kpn l souligne) . 

Cette amorce correspond a une sequence 

consensus des regions JH humaines (extremites 3' des 

regions variables des chaines lourdes humaines) , et 

comprend un site Kpn l . 
15 Elle est identifiee dans la liste des 

sequences en annexe sous le numero SEQ ID NO : 11 

*HuCylFOR : 

5 ' -G AAGATC T CA TTT ACC CGG AGA CAG GGA G-3 ' 
(site Bglll souligne) 
20 est identifiee dans la liste des sequences en annexe sous 
le numero SEQ ID NO : 12 

La sequence a ete determinee a partir de 
sequences Cyl humaines. L ' amorce est complementaire de 
l'extremite 3* des Cyl humaines, et permet de reconstituer 
25 apres amplification un site Bal ll en aval du codon stop. 

La matrice utilisee pour amplifier la region 
Cyl humaine est le mSme melange d'ADNc que celui utilise 
pour 1 1 amplification des sequences codantes CK et CX 

Le produit d 1 amplification a ete sequence et 
30 clone dans le vecteur de transfert pGml6 portant la 
sequence codant pour le peptide- s ignal . La construction 
obtenue a ete appelee pBCyl (figure 3) . 

Pour 1 ' amplification des regions constantes 
des immunoglobulines IgG2 , IgG3 , IgG4, IgE, IgM et IgA, 
35 on utilise comme amorce 5' 1 ' amorce HuCylBAC ci-dessus 
associee respectivement aux amorces 3 1 suivantes : 
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- IgG2 : 
HuCylFOR, 

- IgG3 : 
HuCylFOR, 

5 - IgG4 : 

HuCylFOR , 

- IgE : 

5 1 - G AAGATC T CATTT ACC GGG ATT TAC AGA- 3 ■ , 
identif iee dans la liste des sequences en annexe sous le 
10 numero SEQ ID NO : 13 

- IgM : 

5 " -G AAGATC T CA TTT ACC GGT GGA CTT GTC GTC -3 1 , 
identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 14 
15 - IgA : 

5-G AAGATCT CA GTA GCA GGT GCC GTC CAC CTC-3 ■ , 
identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 15 . 

Pour les regions constantes des IgGl, 2, 3 et 
20 4, la meme amorce est utilisee en 3 1 en raison de la 
. grande conservation de sequences entre les differentes 
sous-classes dans cette partie. Pour les amorces 
utilisees pour les IgE, les IgM et les IgA, les sites de 
coupure Bgill introduits sont soulignes. 

Example 4 - Expression d»un anticorps chimere 
(souris-Homme) dans des cellules d'insecte infectees par 
un vecteur conforme a I 1 invention : 

Le MAb K20 est un anticorps murin produit par 
un hybridome. II est dirige contre la sous-unite p des 
recepteurs CD29 des lymphocytes [BOUMSELL et al . , J. Exp. 
Med. 152, p. 229 (1980)]. Un baculovirus recombinant 
conforme a 1 ' invention a ete utilise pour exprimer un 
anticorps K20 chimere ayant les regions variables du K20 
d'origine et les regions constantes humaines provenant 
35 des cassettes pBCK et pBCyl . 
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1. Clonage de la region variable de la chaine 
legere K de K20 : 

L'ARN total de l'hybridome a ete extrait a 
l'aide du kit "RNA extraction Kit" de PHARMACIA, et une 
5 transcription inverse a ete realisee en utilisant 
1 ' amorce VKFOR (First-Strand cDNA Synthesis kit 
PHARMACIA) : 
*VKFOR : 

5 ' - CCG TTT GAT CTC GAG CTT GGT CCC 3 ' 
10 (site Xho l souligne) 

identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 
numero SEQ ID NO : 16 

Cette amorce est complementaire de la sequence 
consensus a 1 ' extremite 3' de la region variable Vk des 
15 genes murins . Elle est destinee a amplifier les VK 
rearrangees avec les jonctions JKl ou JK2 (qui sont les 
plus repandues) , mais egalement celles rearrangees avec 
les jonctions Jk4 ou Jk5 . 

Le cDNA a ete amplif ie par PCR en utilisant 
20 d'une part 1 ' amorce VKFOR et d' autre part 1 ' amorce VK2BAC : 
*Vk2BAC : 

5 » - GAC ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA -3 ' 
(site Sac I souligne) 

identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 

25 numero SEQ ID NO : 17 . 

La sequence de cette amorce est identique a 
une sequence precedemment publiee [WINTER et CLACKSON, 
Nature, 352, p 624, (1991)]. VK2BAC est capable 
d' amplifier les regions variables murines Vk3 , Vk4 et Vk6 . 

30 Apres amplification de la region VKK2 0 , une 

digestion Sac l- Xho l du produit d 1 amplif ication a ete 
realisee et le fragment obtenu a ete clone entre les 
sites SacI et Xho l du plasmide chaine legere pBCK pour 
donner le plasmide pBVKK2 0HuCK (figure 4A) . 

35 2- Clonage de la region variable de la chaine 

lourde yl de K20 : 
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La transcription inverse sur l'ARN total 
extrait de l'hybridome producteur de K20 a ete realisee 
en utilisant 1 ' amorce VHFOR. Cette meme amorce, et 
1' amorce VHlBAC ont par la suite servi a amplifier la 
5 region VH a partir de l'ADNc : 
*VHFOR : 

5 ' -TGA GGA GAC GGT GAC CGT GGT aCC TTG GC-3 • 
(Site Kpn l souligne) - 

identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 
10 numero SEQ ID NO : 18 
*VH1BAC : 

5 '-AG GT(C/G) (A/C)A(A/G) CTG CAG (C/G) AG TC(A/T) GG-3 ' 
(Site PstI souligne) 

identifiee dans la liste des sequences en annexe sous le 

15 numero SEQ ID NO : 19 . 

VHFOR est identique a une amorce decrite par 
ORLANDI et al . (1989. Proc . Natl. Acad. Sci. USA 86, 
3833-3837), la seule difference se situant au niveau du 
"a" qui remplace un "C" (cf. site Kpnl souligne ci- 

20 dessus) . 

Apres amplification et digestion par Pst I et 
Kpn l , la region VH de K20 a ete inseree dans le plasmide 
chaine lourde au niveau des sites Pst l- Kpn l . Le plasmide 
charge a ete appele pBVHK20HUCyl (figure 4B) . 

25 3- Construction d'un virus recombinant 

produisant le K20 chimere (figure 5) : 

a- Insertion de la chaine lourde : 
Le plasmide charge pBVHK20HUCyl a ete utilise 
en cotransf ection avec l'ADN d'un baculovirus modifie 

30 appele AcSLplO [CHAABIHI et al . , J. Virol., 67, 2664-2671 
(1993)], qui est depourvu du gene polyedrine 
(promoteur+sequence codante) , mais porte la sequence 
codante de la polyedrine sous controle du promoteur P10, 
dans le locus naturel P10. Ce virus produisant des 

35 polyedres dans les cellules infectees, la recombinaison 
au niveau du locus P10 peut ainsi etre facilement 
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detectee. Les conditions de cotransf ection sont les 
suivantes : 500 ng d'ADN viral sont melanges avec 5 jig 
d f ADN plasmidique et 40 JLLl de solution DOTAP (BOEHRINGER) 
dans 3 ml de milieu de culture sans serum pour cellules 
5 d'insectes. Ce melange est utilise pour recouvrir 4 x 10 6 
cellules Sf9 (ATCC35CRL 1711) ; apres 4 heures de 
contact, le melange de cotransf ection est remplace par 4 
ml de milieu complet et 1 ' incubation est faite a 27°C 
pendant 5 jours. 

10 A la suite de la cotransf ection, le virus 

produisant la chaine lourde de 1 1 anticorps K2 0 chimere 
sous le controle du promoteur P10 a ete purifie par la 
technique des plages de lyse. Ce virus a ete appele 
AcSLplO-K20H. 

b- Insertion de la chaine legere : 
Le plasmide charge pBVKK2 0HUCK a ete utilise 
en cotransf ection avec l'ADN du baculovirus modifie 
AcSLpl0-K20H. 

Les doubles recombinants ont ete selectionnes 
par la technique de la dilution limite, associee a 
l'ELISA et/ou a 1 1 hybridation moleculaire. 

Apres la cotransf ection, on effectue une gamme 
de dilutions du surnageant infectieux, et chaque dilution 
est utilisee pour 1 ' infection de cellules d'insectes. 
25 Trois jours apres 1" infection, les surnageants sont 
testes en EL ISA pour rechercher la presence d' anticorps 
de type humain correctement assembles. Les surnageants 
des puits les plus positifs pour les dilutions les plus 
importantes sont a leur tour dilues et utilises pour 
30 infecter d 1 autres cultures ; apres quelques cycles 
dilution/infection, les surnageants enrichis en 
baculovirus produisant 1' anticorps entier sont etales sur 
un tapis cellulaire, et clones par la methode des plages 
de lyse . 

35 Exemple 5 - Production et purification de 

l 1 anticorps K20 : 
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Le virus double- recombinant a ete amplifie par 
une serie de passages sur des cellules d ! insecte en 
culture. Le stock viral a ete ensuite utilise pour 
infecter une culture agitee en spinner (500 ml de culture 
a 10 6 cellules par ml) . 

Apres 72 heures d' infection, la culture est 
recoltee et centrifugee a 1000 g pour clarifier le 
surnageant. Ce dernier a ete concentre jusqu'au 1/3 de 
son volume initial par centrifugation a travers une 
membrane ayant un seuil de coupure de 30 kDa (CENTRIPEP 
30, Amicon) (lere centrifugation : lOOOg, 20°C, 30 
minutes ; elimination du filtrat ; 2eme centrifugation : 
lOOOg, 20°C / 20 minutes) . 

La solution a ete equilibree dans un tampon de 
fixation sur proteine A, par dilution dans ce tampon 
suivie d'une nouvelle concentration par centrifugation 
(tampon de dilution : Glycine 1,5m, NaCl 3M; pH 8,9). La 
solution equilibree est ensuite passee dans une colonne 
de proteine A, elle meme equilibree dans le meme tampon 
que la solution de K20. Apres ringage de la colonne, 
I'anticorps est elue par un tampon d'elution (Acetate 
0,1M, NaC10,5M; pH3 ) . L'elution est suivie en mesurant la 
DO a 280 nm. Les fractions contenant I'anticorps ont ete 
melangees et concentrees par centrifugation a travers une 
membrane ayant un seuil de coupure de 10 kDa (CENTRIPEP 
10, AMICON) . La solution concentree est diluee avec du 
PBS puis reconcentree de la m§me maniere , La solution 
d'anticorps obtenue est conservee a +4°C dans le PBS 
(137 mM NaCl ; 2,7 mM KC1 ; 4,3 mM Na 2 HPO 4 -7H 2 0 ; 1,4 mM 
KH 2 P0 4 . 

La qualite de 1 ' anticorps a ete controlee par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS, en 
utilisant comme temoin une IgGl humaine du commerce 
(SIGMA). Cette experience a montre que I'anticorps 
chimere non-reduit (ponts disulfure intacts) migre au 
meme niveau que I'anticorps humain temoin. 
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Apres traitement par le dithiotreitol (DTT) , 
on observe 1' apparition de deux bandes correspondant aux 
chalnes lourdes et legeres, et migrant au meme niveau que 
les chalnes de l'anticorps humain temoin egalement reduit 
au DTT. 

Pour confirmer les resultats precedents, les 
proteines des fractions comprenant l'anticorps ont ete 
transferees sur une membrane de nitrocellulose, et les 
chalnes H et L ont ete detectees par des anticorps 
specif igues des region Cyl et Ck humaines . 

Cette experience demontre que l'anticorps 
produit par les cellules d'insectes est bien constitue de 
chalnes H et L, et que les parties constantes de ces 
chalnes sont reconnues par des anticorps specif igues. 

Example 6 - Test de l'activite et de la 
specif icite du K20 produit par les cellules d'insectes : 

L'anticorps monoclonal K20 est dirige contre 
la sous unite pi des integrines humaines (recepteur CD29) 
localisee a la surface des lymphocytes. La fixation de 
20 K20 sur la molecule CD29 inhibe la proliferation des 
lymphocytes T4 humains actives [GROUX et al . , Nature, 
339, 152-154, (1989)]. L'effet suppressif de K20 sur la 
proliferation cellulaire T permet d'envisager 
1' utilisation de cet anticorps dans la prevention des 
rejets de greffes. Pour tester l'activite de l'anticorps 
K20 chimerigue produit conformement a 1' invention, deux 
types d ' experiences ont ete realises 

1 ' immunofluorescence et 1' inhibition de la proliferation 
lymphocytaire T. Les protocoles experimentaux suivis ont 
pour l'essentiel ete precedemment decrits [GROUX et al. 
Nature 339, 152-154 (1989); TICCHIONI et al. Journal of 
Immunology 151, 119-127 (1993)]. 

1- Experiences d' imunof luorescence : 
Des lymphocytes humains portant le recepteur 
CD29 ont ete fixes sur lame de verre puis incubes en 
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presence du K20 chimerique produit conf ormement a 
1' Invention, du K20 murin d'origine, ou du tampon seul. 

Apres une serie de ringages, on rajoute ou 

bien un anticorps secondaire fluorescent specifique du 
5 K2 0 chimerique produit conf ormement a 1' Invent ion, ou 

bien un anticorps secondaire fluorescent specifique du 

K20 murin d'origine. 

Apres un nouveau ringage, les preparations ont 

ete observees au microscope pour visualiser la 
10 fluorescence. Ceci a montre que le K20 chimerique produit 

conf ormement a 1 ' Invention se fixe de maniere specifique 

sur les lymphocytes portant le CD29, tout comme le temoin 

positif K20 murin d'origine ; aucune fluorescence n'a ete 

detectee en 1 1 abscence des anticorps K20. 
15 2- Inhibition de la proliferation des 

lymphocytes CD4 + par K20 : 

Des lymphocytes humains CD4 + ont ete actives 

par un anticorps anti-CD3 en presence d ' interleukine-2 . 

Les anticorps K20 chimerique conforme a 1' Invention, ou 
20 K2 0 murin d'origine ont ete rajoutes (20 fxg/ml) pour 

verifier leur effet sur la proliferation lymphocytaire . 

Une experience avec un anticorps non-inhibiteur [GROUX et 

al. Nature, 339, p 152, (1989)] a ete realisee pour 

servir de temoin negatif . 
25 La proliferation est mesuree en comptant la 

quantite de thymidine incorporee apres 4 jours de 

culture suite aux traitements par les anticorps . On 

observe 50 a 70% d' inhibition de la proliferation quand 

les cellules ont ete incubees avec 1' anticorps K2 0 
30 produit conf ormement a l f Invention. 

L' anticorps K2 0 murin d'origine (temoin 

positif) inhibe egalement la proliferation des 

lymphocytes actives dans les memes proportions : 50 a 

70%. 
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Example 7 - Comparaison de l'efficacite du promoteur Syn 
et du promoteur polyedrine : 

Deux virus double-recombinants ont ete 
construits selon le protocole decrit dans les exemples 1 
5 a 4 ci-dessus : 

- dans l'un d'entre eux (virus 1) la chaine lourde est 
sous contr61e du promoteur P10, et la chaine legere est 
sous contrSle du promoteur polyedrine ; 

dans 1" autre, (virus 2) la chaine lourde est sous 
10 controle du promoteur P10, et la chaine legere est sous 
controle du promoteur Syn. 

La quantite d'anticorps secretee par des 
cellules infectees par l'un ou 1 ' autre de ces deux virus 
est determinee comme decrit a l'exemple 5. 
15 Les resultats sont illustres par le Tableau I 

ci-dessous, qui indique la quantite d'anticorps secretes 
(en |ig/ml) a differentes periodes apres 1' infection 

(p.i. ) : 



TABLEAU I 



Virus 


12 h p.i. 


24 h p.i. 


48h p.i. 


1 


0,31 


0,96 


8,9 


2 


1,24 


2,72 


9,9 



20 Ces resultats montrent que la secretion d'anticorps est 
plus precoce et plus importante lorsque le promoteur Syn 
est utilise. 
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LISTE DE SEQUE3S3CES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NCM: PROTEINE PERFORMANCE (SOCIETE ANCNYME) 

(B) RUE: ROUTE D'ALES 

(C) VILLE: SAINT-CHRIOTOL-LES-ALES 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 30380 

(A) NQM: CEROTTI MARTINE 

(B) RUE: 2997, ROUTE DE MDNTEZE 

(C) VILLE: SAINT CHRISTOL-LES -ALES 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 30380 

(A) NOM: CHAABIHI HASSAN 

(B) RUE: 30B, AVHS1UE JULES GUESDE 

(C) VILLE: ALES 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 30100 

(A) NQM: DEVAUCHELLE GERARD 

(B) RUE: 137, CHEMEN DE L'ESFERVETTE 

(C) VILLE: SAINT CHRISTOL-LES-ALES 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 30380 

(A) NCM: GAUIHIER LAURENT 

(B) RUE: 186, GRANDE RUE 

(C) VILLE: ALES 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 30100 

(A) NCM: KACZOREK MICHEL 

(B) RUE: 81, BOULEVARD DE LA LIRQNDE 

(C) VILLE: MDNTFERRIER 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 34980 

(A) NCM: LEFRANC MARIE-PAULE 

(B) RUE: 4, RUE DU VALLCN 

(C) VILLE: CLAPIERS 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 34830 

(A) NCM: POUL MARIE -ALIX 

(B) RUE: 10, RUE DE DOCTEUR ROUX 

(C) VILLE: M3STTPELLIER 

(D) ETAT OU PROVINCE: FRANCE 

(E) PAYS: FRANCE 
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(F) CODE POSTAL: 34000 

(ii) TTTRE DE L f INVENTION: BAOILOVIRUS RECOMBINANT ET SON UTILISATION 
POUR LA FROOTCTICN D'ANTICORPS MaSJOCLCNADX 

(iii) NCMBRE DE SEQUENCES: 19 

(iv) FORME DECHIFFRAELE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEMS D' EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) IOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTEKESTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 76 p air es de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: sinple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 
ATCAAATAAA TAAGTATTTT AAAGAATTOG TADGTATTIT CTATATTAAT TAAAATACTA 60 
TACTGTAAAT AGATCG 76 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 80 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: siitple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
TAGTTTATTT ATTCATAAAA TTTCTTAAGC ATGCATAAAA CATATAATTA ATITTATCAT 60 
ATGACATTTA TCTAGCCTAG 80 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 57 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
ATGGGATGGA GCTGTATCAT OCTCTTCTTS GTAGCAACAG CTACAGGTGT CCACTCC 57 
(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE IA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 17 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: sirrple 

(D) CCNFIGURATICN: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
AGCTCGAGAT CAAACGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LCN3UEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: siitple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GAAGATCTAA CACTCTCCGC GGITGAAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE IA SEQUENCE: 

(A) LCN3UEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: sirrple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6 
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CCTGTCAGAT CTATGAACAT TCTGTAGGGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SBQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRIMS: siitple 

(D) CXasIFIGURATICN: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CCGCCCTCCC TCGAGCTTCA A 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LC&K3UEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: siitple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
CASTCTGAGC TCACKCAG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LCKK3UEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: sinple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
TTGAAGCTCC TCGAGGGAGG GCGGGAA 27 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LCNGUEUR: 57 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: double 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 
(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
ATGGCTGICC TGGTGCTGTT CCTCTCCCTC GTITCCATTTC CCAGCTCTGT CCACTCC 57 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 pai res de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: sirtple 

(D) CCNFTGURATTCN: lineaire 

(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
CAAGGTACCA CGGTICACOGT CTCC 24 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: siirple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
GAAGATCTCA 1TTACOOQGA GACAGGGAG 29 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: siirple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13 
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GAAGATCTCA TTTACCGGGA TTTACAGA 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) I£NGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: sirrple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION" DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GAAGATCTCA TTTACOGCTG GACTTCTOGT C 
(2) INPORMATICNS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 31 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: sirrple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
GAAGATCTCA GTAGCAGGTG CCX3TCCACCT C 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LCW3UEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NCMBRE DE BRINS: sinple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
CCX3TTTGATC TCGAGCTTGG TCCC 24 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) IX3NGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRZNS: siirple 

(D) CCNFIGURATICN: lineaire 

(ii) TYPE DE MDLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTTCasr DE LA SEQUE3KICE: SEQ ID NO: 17: 
GACATTCAGC TCACXX^ACTC TCCA 24 
(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE ERINS: siirple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AEN 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
TGAGGAGAOG GTGACCGTGG TACCTTGGC 29 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LCM3UEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: siirple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AEN 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
AGCTSAAMCT GCAGRACTCW GG 22 
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REVENDICATIONS 

5 1) Baculovirus recombinant, constituant un 

vecteur d' expression utilisable pour la production 
d' immunoglobulines dans une cellule d'insecte, et 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- une cassette d' expression comprenant une 
10 sequence codant pour au moins une partie d'une chaine H 

d'une immunoglobuline, laquelle sequence est placee sous 
controle trans criptionnel d'un premier promoteur de 
baculovirus , 

une cassette d' expression comprenant une 
15 sequence codant pour au moins une partie d'une chaine L 
d'une immunoglobuline, laquelle sequence est placee sous 
controle transcriptionnel d'un second promoteur de 
baculovirus ; 

le premier et le second promoteur etant deux promoteurs 
20 differents, et etant situes dans deux locus differents. 

2) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 1, caracterise en ce que l'un des 
promoteurs est situe a 1 1 emplacement occupe chez le 
baculovirus sauvage, par le promoteur de la polyedrine et 

25 1' autre est situe a 1 ' emplacement occupe chez le 
baculovirus sauvage, par le promoteur de la P10. 

3 ) Baculovirus recombinant selon une 
quelconque des revendications 1 ou 2, caracterise en ce 
les deux promoteurs sont des promoteurs forts. 

3 0 4) Baculovirus recombinant selon la 

revendication 3, caracterise en ce que au moins l'un des 
promoteurs est choisi dans le groupe constitue par : 

- le promoteur P10 ; 

- le promoteur polyedrine ; 

35 - un promoteur synthetique, denomme promoteur 

Syn, et constitue par un fragment d'ADN double-brin dont 
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la sequence, representee dans la liste de sequence en 
annexe sous les numeros SEQ ID NO:l et SEQ ID NO: 2, est 
la suivante : 

5 5- _ 3 
ATCAMTAMTAAGTAH 
TAGnTTATTTATTCATAAMT^ 

10 5) Baculovirus recombinant selon une 

quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce 
que chaque cassette d» expression comprend : (i) un 
promo teur fort de baculovirus, et sous controle dudit 
promoteur : (ii) une sequence codant pour un peptide- 

15 signal ; (iii) une sequence codant pour un domaine 
variable d 1 immunoglobuline ; (iv) une sequence codant 
pour un domaine constant d'une chaine H ou L 
d' immunoglobuline. 

6) Baculovirus recombinant selon la 
20 revendication 5, caracterise en ce que la sequence codant 

pour un peptide-signal placee sous controle du premier 
promoteur, est differente de la sequence codant pour un 
peptide-signal placee sous controle du second promoteur. 

7) Baculovirus recombinant selon une 
25 quelconque des revendications 5 ou 6, caracterise en ce 

qu'au moins une des sequences codant pour un peptide- 
signal code pour un peptide qui possede une sequence His- 
Val-Ser immediatement en amont du site de coupure utilise 
par la signal-peptidase . 
30 8) Baculovirus recombinant selon l'une 

quelconque des revendications 5 a 7, caracterise en ce 
que la sequence codant pour le domaine constant 
d' immunoglobuline est une sequence d'origine humaine . 

9) Cellule d'insecte, infectee par un 
3 5 baculovirus recombinant selon une quelconque des 

revendications 1 a 8 . 

10) Procede de preparation d'une 
immunoglobuline, caracterise en ce que 1 1 on met en 
culture des cellules d'insecte, selon la revendication 9 
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et en ce que 1 * on extrait ladite immunoglobuline a partir 
du milieu de culture. 

11) Immunoglobuline, caracterisee en ce 
qu'elle est susceptible d'etre obtenue par le procede 
selon la revendication 10. 

12) Procede de preparation d'un baculovirus 
recombinant selon une quelconque des revendications 1 a 
8, lequel procede est caracterise en ce que : 

1 ' on prepare un premier plasmide de 
trans fert contenant comprenant une sequence codant pour 
au mo ins une partie de chaine H d' immunoglobuline, sous 
contr61e transcriptionnel d'un premier promoteur fort 
d'un baculovirus ; 

- l'on prepare un second plasmide de trans fert 
comprenant la sequence codant pour au moins une partie de 
chaine L d' immunoglobuline, sous controle 
transcriptionnel d'un second promoteur fort dudit 
baculovirus ; 

le premier et le second promoteur etant deux 
promoteurs differents ; 

- I'on procede a la recombinaison homologue de 
l'un et de 1 ' autre desdits plasmides avec I'ADN d'un 
baculovirus ; 

- apres replication de l'ADN viral dans les 
cellules transfectees, l'on procede a la selection des 
baculovirus recombinants ayant integre la sequence codant 
pour au moins une partie de chaine H et la sequence 
codant pour au moins une partie de chaine L 
d ' immunoglobuline . 

13) Procede selon la revendication 12, 
caracterise en ce que chaque plasmide de transfert 
utilise porte un insert comprenant : 

- une cassette d' expression telle que definie 
dans la revendication 5, et de part et d' autre de cette 
cassette, des sequences de baculovirus homologues de 
celles des regions flanquant la portion du genome viral 
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en remplacement de laquelle on souhaite inserer ladite 
cassette . 

14) Procede selon la revendication 13, 
caracterise en ce que lesdites sequences de baculovirus 

5 sont homologues de celles des regions f lanquant le gene 
de la plO , ou homologues de celles des regions f lanquant 
le gene de la polyedrine. 

15) Procede selon la revendication 14, 
caracterise en ce que l'ADN de baculovirus avec lequel 

10 est effectuee la recombinaison homologue des plasmides de 
transfert est constitue par l'ADN d'un baculovirus 
prealablement modifie par insertion de deux sites Bsu 3 6l 
de part et d ' autre de la sequence codant pour la proteine 
P10 (ces deux sites etant les seuls pour 1 1 enzyme 

15 concernee dans le genome dudit baculovirus modifie) , et 
digere par 1 ' enzyme Bsu 36I . 
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